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論 文 内 容 要 旨
緒言
カーネーションの花弁の老化時にはエチレン生成量が増大 し,こ のエチ レンによっ
て老化が自己触媒 的に促進 される。エチ レンの生合成には1一アミノシクロプ ロパン
一ー1一カルボ ン酸(ACC)合成 酵 素とACC酸化酵素が関与する.カ ー ネーションのACC
合成酵素とACC酸化酵素のcDNAは,すでにクローニングされている.さ らにACC
酸化酵素cDNAをアンチセ ンス方向で発現させることによ り,エチ レン生成 を抑え,
切 り花の寿命 を伸 ばしたカーネーションが作出されてい る.し か し,植 物細胞内で
恒常的に働 くプ ロモーター に結合 して発現 させたために,導 入した植物において,
形質転換効率の低下,形 質転換体の再生能の低下,花 の品質の低下等の影響が出て
いる。本研究では,花 弁の老 化時 に発現す るプロモーターを開発するために,カ ー
ネーションのg6nomicDNAから,老 化時に花弁で発現が上昇するACC酸化酵素遺
伝子とそのプロモーターをクローニングして,解 析することを目的とした。カーネー
ション花弁の老化時に発現す るプロモーター に関する研究 は,GST1(グルタチオン
ーS・一トラ ンスフェラーゼ1)遺 伝子の上流領域の研究が報告されて いるが,花 の老
化におけるGST1の役割 は不明であ る。エチレン生成に関与するACC酸化 酵素遺伝





発現 が増加す ると報告され てお り,こ の遺伝子 は,目 的 とす るプ ロモー ター の
1っで あると推定 された.そ こで,pSR120に相 当す るgeno血cDNAを単離 し
た.カ ーネー シ ョン栽培品種ノ ラ(cv.Nora)の花弁 か ら調製 したgenomicDNA
を鋳型 に して,pSR120の塩基配列を参考 にしてプ ライマー を作成 し,PCR法
によってACC酸 化酵素遺 伝子 をクロー ニ ングした.得 られたgenomicDNAの
塩基配列 は,pSRヱ20と高 い相同性 を示 した ことか ら,目 的 とす る遺伝子が得
られた と考 え,こ れをDCrACO1と命名 した。
ACC酸化酵素遺伝子は他の植物では複数個存在 し,フ ァミ リーを構成 して い
ることが報告 され ている。そ こで,genomicDNAをEcoRl,Bam}II,HfηdIII,
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K加1,EcoRV,P3亡1,Saclを用いて切断 し,32P一標識 したDC一=ACOヱをプロー ブ
として,サ ザ ンハイブ リダイゼ ー シ ョンを行 った.各 制限酵素処理産物中にプ
ロー ブ とハイブ リダイズす る,1-4個のバ ン ドが検:出され(図1),カー ネー シ ョ




miclibraryを作成 した。DCrACO1をプローブとして,ス ク リーニングを行い,
DCrACOヱとハイブリダイズするクローンを単離した.各 ファージDNAを抽出し,
制限酵…素EooRIで切断 した結果,DC魂CO1を 含む9ク ローンと,別 の相 同遺伝子
を含む7ク ロー ンを得た。相同遺伝子をDCrACO2と命名し,2種 類のクローンの,
制限酵素地図を作成 した(図2)。ファージDNA内における遺伝子の上流方向はPCR
の結果から推定 し,上 流域を含む断片のサブクローニ ングを行い,塩 基配列を決定
した(図3).
2.Dひ74σ01の上流領域とコー ド領域の構造解析
翻訳開始コ ドンATGのAを+1とし,DCrACO1のコー ド領域 と上流一1,170bpま
での領域の塩:基配列を決定した.コ ー ド領域は1,437bpで,エキソン領域 における
塩:基配列は,pSRヱ20と99.5%の相同性を示 した(図4)。エキソン領域内の569と570
番 目の塩基はGCで,pSR120ではCGであった.コ ー ドする推定 アミノ酸配列は,
DCrACOヱでG,pSR120ではAで あった.非 翻訳領域 においても1,253-1,254番
目の塩基GGが欠失 し,1,336(C→T)と1,338(T→C)番目の塩:基は置換 が生 じ
ていた.こ れ らの差異は,品 種間差によるものと考 えられた.植 物由来のACC酸化
酵素遺伝子をコー ドするgenOmicDNAの多 くは,4エ キソンー3イン トロン構造 を
取っいるが,D64001は,報 告例の少ない3エ キソンー2イントロン構造 を取って
いた。各エキソン部分とメロン・(CM≒ACOヱ)とペチュニア(PH洗ACOヱ)のACC酸化
酵素遺伝子の各エキソン問の相同性を,ア ミノ酸配列と塩基配列(Oで表示)について
比較 した(図5).この結果,カ ーネーションACC酸化酵素遺伝子DCrAOOヱは,基 本
型の第2イ ン トロンが欠失した ものと推察 された.エ キソン イー ン トロンの境界 に
は,AGGT配列が存在 した.こ れは,真 核生物に共通なエキソン イー ン トロ ン境界 配
列 と一致 した.
得 られた上流領域の塩基配列を,デ ーターベース'PLACE'を用 いて,既 報告の植
物遺伝子のプロモーターの塩基配列 と比較 した.TATA(一111bp)周辺の配列は,
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ACC酸化酵素遺伝子間で比較的広い範囲で高い相同性を示 した(図6).また,エ チ レ
ン応答領域として知 られているエチレン レスポンシブ エ レメン ト(ERE)配列も一
198bpの位置に保存されていた(図7).ERE配列は.ト マ ト果実成熟時に転写を活
性化す る磁 遺伝子,お よび,カ ーネーション花弁で老化時に転写を活性化する
DO-GSTZ遺伝子で,そ の存在が確認されている.TATAboxに加え,一169bpの位
置にはCAATboxも存在 し,DCrACO1の上流領域がプロモーター活性をもつと推:
測された.更 に,ア ブシジン酸応答領域 として知 られるABREboxが一324bpに存
在 し,光 応答遺伝子に共通 して存在する,GT-1コア配列が,一312bp(相補鎖)に,
G-box配列が,一262bpに存在 した(図8).これ らの配列には,各 々,そ の配列を認
識して結合するタンパク質が存在することが明らかにされている.ERE配列 に結合







で,4塩 基の挿入が存在 し,フ レームシフ トが生 じていることが判明した.さ らに,
DCrACOヱの第2エ キソン後半に相当する領域 と,第3エ キソン前半に相 当する領
域が欠失 していた.こ のことは,DCrACO2は,DCrACO1と相同性の高 い領域 を
持つものの,酵 素活性のあるACC酸化酵素をコー ドしているとは考えにくく,偽 遺
伝子であると考え られた.
4.DC一=ACO1上流 領 域 の発 現解 析
GUSの 発 現 を用 いてDC一≧4COヱ上流 領 域 の プ ロモ ー ター 機 能 の解 析 を試 み た.一
1,170.bpから+345bpまで のPCR産物 と,一247bp(ERE配列 上 流49bp)から+345
bpまで のPCR産 物 を作 成 し,GUSレ ポー ター 遺 伝 子 を含 むpBI101-hyg「ベ クタ ー
に ク ロー ニ ン グ した(図10).一1,170～・+345bp領域 一GUSコン ス トラ ク トと一247～
+345bp領域 一GUSコンス トラ ク トを,パ ー テ ィ ク ル ガ ン に よ って カ ー ネ ー シ ョン
花 弁 細 胞 に導 入 し,一 過 性 の発 現(transientexpression)を解 析 した.DNA5.0μ9
を金 粒 子(直径1.6μm)に付 着 させ,1,350psiでstopPi㎎screenからの距 離2cm
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の条件で花弁に打ち込んだ.打 ち込んだ花弁は,湿 った空気中,ま たは,10μ1r1
エチ レン中で,16h放置 した後,GUS生成物を組織染色または蛍光測定により検出
した.CaMV35Sプロモーターを持つpBI121あるいは,金 粒子のみ を花弁 に打ち込
んだものをコン トロールとした.
一1,170～+・345bp領域一GUSコンス トラク トを打 ち込んだカーネーション花弁
(cv.Delfy)では,金 粒子が花弁内に観察され(図11A),また,コ ン ト白一ル として
のpBI121(CaM▽35S-GUS)でもGUS活性 を示 した(図11B).一1,170～+345bp領
域は,未 老化の花か ら採取 した花弁倥 気中放置)では,GUSの発現を示さなかった
(図11C).しか し,プ ラスミ ド打ち込み後のエチ レン処理 によ りGUS活性 は発現 し
た(図11D).この結果か ら,一1,170～+345bp領域がエチ レン応答性 を持 っててい
ることが示された.ま た,老 化 した花弁に打ち込んだ場合 もGUSの発現が認め られ
たことか ら,こ の領域は老化時に活性が上昇するプロモーターをもつ と判断 した(図
11E).
カー ネーションの花では,老 化 に伴いエチ レン生成量が増加する.ま た,DC一
.ACOヱのmRNAの蓄積量 も老化 に伴い上昇す る(図12).そこで,エ チ レン生成 の開
始時(8.6μ1h"1gfビ1),ピーク直前(25.0μ1h甲1gfビ1),ピーク時(98.3μ1h-1gfr-1)
のカーネーション切 り花か ら花弁 を採取 し,一1,170～+345bp領域一GUSコンス ト
ラク トを導入 して,GUSの 発現 を検討 した.GUS生 成物 の蛍光測定は,励 起波長
365㎜,測 定波長455㎜ で行 った.そ の結果,エ チレン生成の増加に伴い,一
1,170～+345bp領域一GUSコンス トラク トの発現量が増加 した(図13).一1,170～
+345bp領域は老化に伴い活性が上昇するプロモーターであることを認めた.
老 化 し高 いエ チ レン生 成 を示 して いる カー ネ ー シ ヨン切 り花(cv.Whit£
Barbara)から採取 した花弁 に,ERE配列の上流49bpを含 む,一247～+345bp領
域一GUSコンス トラク トを導入 し,プ ロモー ター活性 を調べた.こ の結果,老 化時
の花弁において,プ ロモーター活性は,一1,170～+345bp領域に比較 して,6.5倍
に上昇 した(図14).カ ーネーション老化花弁では,こ の短い領域がプロモーター
として機能できる ことを示 してお り,ERE配列は老化時における遺伝子の発現に重




るgenomicDNAをPCR法で単離 し,こ れをプローブとしてサザ ンハイブリダイゼ
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一ション解析 と,genomicHbraryからの遺伝子のクローニングを行った.サ ザ ン
ハイブリダイゼーションの結果,カ ーネー ションには,少 なくとも2コ ピーのACC
酸化酵素遺伝子が存在 した.
genomicHbraryからpSRヱ20に相当するDCrACO1と,相同遺伝子(DC一丑CO2)
をクローニ ングした。DC一沿CO1は,報告例の少ない3エ キソンー2イン トロン構造
であった.一 方,DCrACO2は,DC脇CO1の塩基配列 と高い相同性示 したが,偽
遺伝子 と判明した.
DCrACOヱの上流領域の塩基配列 を解読 し,既 報告の植物遺伝子のプロモーター
配列 と比較 した.TATA.boxは,一111bpに,CAATboxは一169bpに存在 した.
これ らの配列か ら,DひLACOヱの上流領域はプロモーター活性をもつ と推測された.
TATAbox周辺の配列は,他 のACC酸化酵素遺伝子の配列 と高い相同性を示 した.
さらに,老 化関連遺伝子に共通 して保存されているERE配列や,ア ブシジン酸応答
領域ABREbQxが存在 し,DCrACO1が老化関連遺伝子の1つ であることが示 され
た.
DCrACO1の一1,170～+345bp領域 をGU'S(pBI-101)につなぎ,ト ラ.ンジェン ト
な発現解析を試 みた。 この結 果エチ レン処理花弁,お よび老化花弁において,発 現
が上昇し,プ ロモーター活性が示された.ま た,花 弁の老化の進行 に伴い,プ ロモー





本研究によって,カ ーネー ション花弁において老化時 に発現が上昇するプロモー
ターが得 られた。このプロモ ーターを用いて,エ チ レン生成やエチ レン感受性 を制
御する形質転換遺伝子 を作製 し,カ ーネー ションに導入することにより,導 入遺伝
子の発現 をコン トロール 出来 る形質転換カーネーシ ョンが作成できると期待され
る.
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図4.DOrACOヱとpSR120の構 造 比 較
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図13。カ ー ネ ー シ ョ ン老 化 時 の花 弁 に お け るDCrAOOヱー1170bp～
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図14.DCrACO1の一1170bpおよ び 一247bp～
+345bp領域 の プ ロ モ ー ター 活 性 の比 較
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論 文 審 査 結 果 要 旨
カーネーシ ョンの花の老化時にはエチ レン生成量が増大 し,老 化が促進 される。エチ レンの生合成に
はACC酸化酵素(ACO)が関与す る。カーネー ションACOのcDNA(ρSE120)はクローニ ングされてお り,
ACOのアンチセンスRNAの発現 により切 り花の寿命 を伸 ば したカー ネーシ ョンが作出 されている。 しか
し,プ ロモー ターの非特異性の問題か ら,花 の品質 の低下が観察 され てい る。本研 究では,花 弁 におい
て老化時 に発現 するプ ロモー ターを開発す るため に,カ ーネーシ ョンのgenomicDNAから,老 化時に
花弁で発現が上昇す るACC酸化酵素遺伝子 とプロモー ター をクローニ ング し,解 析 した。
ACOをコー ドす るgenomicDNAをPCR法によ り単離 し,DC-ACO1と命名 した。pSR120と比較 し,
翻訳領域で99.5%の相同性 を示 し,ACO遺伝子 では,報 告例の少ない3エキソンー2イン トロン構造 を有 し
ていた。サザ ンハ イブリダイゼーシ ョン解析 を行 った結果,カ ーネー シ ョンには,少 な くとも2コ ピー
のACO遺伝子が存在す ることが示唆 された。
genomiclibraryを作 成 し,DC-ACO1上流域 を含む クローンと相 同遺伝子(Z)C,A()02)を得 た。制限酵
素 地 図 を作成 し,サ ブ クロー ニ ング後,塩 基 配列 を決定 した。上流塩 基配列(翻訳 開始 点か ら上流一
1,170bp)に,TATAボックス(一111bp)が存在 し,'老化関連遺伝子 のプ ロモー ター に共通 して存在 す る
ERE(ethylelleresponsiveelement)配列が存在 した(一198bp)。De-ACO2の塩基配列1,069bpを決定 し,
DC-ACO2との相同性 を比較 した。相 同性 の高 い領域が4ヵ 所存在 したが,偽 遺伝 子 と判 断 した。
DC,ACO2上流域(一1,170から+345)をGUS(pBI101)につ ないだ コンス トラ ク トを作成 した。パーテ ィ
クルガンで花弁 に導入 しトランジェン ト発現解析 を試みた結果,こ の上流域 はエチ レン処理花弁,老 化
花弁 においてプロモー ター活性 を有 していた。また,エ チ レン生成上昇 に伴 い,プ ロモー ター活性 も上
昇 した。ERE配列 の上流一49bpまで削 った上流域は,老 化花弁 において,6.5倍のプロモー ター活性 を示
し,ERE配列 の重要 性 と上流域 にお ける抑 制因子 の存在 を示唆 した。
以上の ように,本 研究 に より,花 弁において老化時 に発現す るプロモー ターを用いて,遺 伝子発現 を
調節 した形質転換植物体 を作 出す ることが可能 になった。 よって,審 査員一同は,本 論文 は,博:士(農学)
の学位 を授 与す るに値す る と判定 した。
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